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ff54) Title: GENES INVOLVED IN THE MOLECULAR PATHS FOR TUMOUR SUPPRESSION AND /OR RESISTANCE TO 
p VIRUSES 

|54) Titre; GENES IMPLIQUES DANS LES VOIES MOLECULAIRES DE LA SUPPRESSION TUMORALE ET/OU LA RESISTANCE 
jl AUX VIRUS 

j%7) Abstract 

The invention concerns genes involved in the molecular paths for tumour suppression and/or resistance to viruses, and whereof the 
cell expression is in particular induced or inhibited during apoptosis and/or tumour suppression. 

(57) Abrege* 

L* invention conceme des genes impliques dans les voies moleculaires de la suppression tumorale et/ou la resistance aux virus, et dont 
Texpression cellulaire est notamment induite ou inhibee lors de Tapoptose et/ou la suppression tumorale. 
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TRAITE DEWOPERATION EN MATIERE DE 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

340063/16333 


POUR SUITE voir ,a notification de transmission du rapport de recherche intemationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande intemationale n° 

PCT/FR 99/01479 


Date du depot \uternat\ona\(jour/mois/annee) 

18/06/1999 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

05/08/1998 


Deposant 

FONDATI0N JEAN DAUSSET-CEPH et al . 



Le present rapport de recherche intemationale, etabli par Padministration chargee de la recherche intemationale, est transmis au 
deposant conformement a I'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche intemationale comprend 4 feuilles. 

[X] II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a Petat de la technique qui y est cite. 



Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche intemationale a ete effectuee sur la base de la demande intemationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

| | la recherche intemationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande intemationale remise a Padministration. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d acides amines divulguees dans la demande intemationale (le cas echeant) 
la recherche intemationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 

|~X~] contenu dans la demande intemationale, sous forme ecrite. 

|~X~| deposee avec la demande intemationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

| | remis ulterieurement a Padministration, sous forme ecrite. 

| | remis ulterieurement a Padministration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

| | La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

| | La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

| | II a ete est! me que certalnes revendlcatlons ne pouvaient pas falre I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
| | II y a absence d'unlte de l inventlon (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le tltre, 

[X] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

| | Le texte a ete etabli par Padministration et a la teneur suivante: 



En ce qui concerne I'abrege, 

le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par Padministration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a Padministration dans un delai d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport 
de recherche intemationale. 

La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° - 



I | suggeree par le deposant. Q Aucune des figures 

| | parce que le deposant n ! a pas suggere de figure. n est a P u ^'' er - 

| | parce que cette figure caracterise mieux P invention. 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



c^pi 



nde Internationale No 

T/FR 99/01479 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE . 

CIB 7 C12N15/12 C12N15/86 C12N5/10 C07K14/82 C07K14/47 
C07K16/32 C12Q1/68 G01N33/50 A61K31/70 A61K38/17 



Selon la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la C IB 

B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 C12N C07K C12Q G01N A61K 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche international (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ' 



Identification des documents cites, avec, le casecheant, Tindication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



WO 97 22695 A (FONDATION JEAN DAUSSET CEPH 
;TALERMAN ADAM (FR); AM SON ROBERT (FR)) 
26 juin 1997 (1997-06-26) 
abrege 

page 1 -page 3 

exemples 1,2 

revendications 1-32 
* remarquez que 1 'expression 
amont, notamment p53, assure 
des genes revendiques ici * 



16,18, 
21,22 



de 
la 



genes en 
regulation 



1-15,17, 

19,20, 

23-25 



-/— 



| X I Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de la technique, non 
con side re comme particulierement pertinent 

"E" document anterieur, mais publie a la date de dep6t international 
ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant la date de depot international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de I'invention 

document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 
ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme familie de brevets 



Date a laquelle la recherche internationale a ete effectivement achevee 

8 octobre 1999 


Date d'expedition du present rapport de recherche internationale 

21/10/1999 


Nom et adresse postale de I'administration chargee de la recherche internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

Galli, I 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



nde Internationale No 

/FR 99/01479 



C.(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 0 Identification des documents cites, avec.le cas echeant, I'lndicationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



AMSON R B ET AL: "ISOLATION OF 10 
DIFFERENTIALLY EXPRESSED CNDAS IN 
P53-INDUCED AP0PT0SIS: ACTIVATION OF THE 
VERTEBRATE H0M0L0GUE OF THE DR0S0PHILA 
SEVEN IN ABSENTIA GENE" 
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, 
vol. 93, no. 9, 

30 avril 1996 (1996-04-30), pages 
3953-3957, XP002032914 
ISSN: 0027-8424 

WO 95 20654 A (CANCER RES INST ROYAL 
;WILLIS0N KEITH ROBERT (GB); KUBOTA 
HIROSHI) 3 aout 1995 (1995-08-03) 
abrege 
figure 8E 

revendications 1-28 

DATABASE GENBANK 'Online! 

Accession No. AA935282, 

23 juin 1998 (1998-06-23) 

STRAUSBERG R. : "EST; H. sapiens cDNA 

clone IMAGE: 1556458" 

XP002104346 

* comparez avec la seq. 2 du dossier 
soumis * 

DATABASE GENBANK 'Online! 
Accession No. AI022498, 

19 juin 1998 (1998-06-19) 

STRAUSBERG R. : "EST; H. sapiens cDNA clone 
IMAGE: 1650253, similar to T-complex 
protein 1 (TCP-1) epsilon subunit." 
XP002104347 

* comparez avec la seq. 1 du dossier 
soumis * 

NEMANI M. ET AL: "ACTIVATION OF THE 
HUMAN HOMOLOGUE OF THE DROSOPHILA SINA 
GENE IN APOPTOSIS AND TUMOR SUPPRESSION" 
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, 
vol. 93, no. 17, 

20 aout 1996 (1996-08-20), pages 
9039-9042, XP000611649 

cite dans la demande 



-/-- 



16,18, 
21,22 



1,8-20 



1,8-14 



1,8-14 



1-25 
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nde Internationale No 

/FR 99/01479 



C.(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorle 0 Identification des documents cites, avec.le cas echgant, I'lndlcatlondes passages pertinents 



no. des revendications visees 



ROPERCH J. P. ET AL.: "Inhibition of 
presenilin-1 expression is promoted by p53 
and p21/WAFI and results in apoptosis and 
tumor suppression." 
NATURE MEDICINE, 

vol. 4, no. 7, juillet 1998 (1998-07), 
pages 835-838, XP002104344 
cite dans la demande 
le document en entier 

ISRAELI D. ET AL.: "A novel p53-inducible 
gene, PAG608, encodes a nuclear zinc 
finger protein whose overexpressi on 
promotes apoptosis." 
EMBO J . , 

vol. 16, no. 14, 1997, pages 4384-4392, 

XP002104345 

le document en entier 



1-25 



1-25 



LINARE-CRUZ 
reorganizes 
suppression 
PROC. NATL, 
vol. 95, no 



G. ET AL. : "p21WAF-l 
the nucleus in tumor 



1-25 



ACAD. SCI. USA, 
3, 

3 fevrier 1998 (1998-02-03), pages 
1131-1135, XP002118217 
le document en entier 
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ation on patent family members 



0 



atlonal Application No 

CT/FR 99/01479 



Patent document 

f"»i+o^ i ft ^Aar^f^ r*AAAff"fr 

ciisu in secircn repori 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 


WO 9722695 A 


26-06-1997 


FR 


2742766 


A 


27-06-1997 






FR 


2747691 


A 


24-10-1997 






CA 


2240449 


A 


26-06-1997 






EP 


0868512 


A 


07-10-1998 



W0 9520654 


A 


03-08-1995 


AU 


1541395 


A 


15-08-1995 








CA 


2182499 


A 


03-08-1995 








EP 


0742822 


A 


20-11-1996 








JP 


10500001 


T 


06-01-1998 
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Interatrial Application No 

PCT/GB 95/00192 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 C12N15/12 C12N1/21 C12N1/19 C07K14/47 C07K16/18 


According to International Patent Classification (IPQ or to both national classification and IPC 




B. FIELDS SEARCHED 


Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 
IPC 6 C07K 


Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents arc included in the fields searched 


Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 


C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category * 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 


NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 

vol. 19, no. 22, 25 November 1991 IRL PRESS 
LIMITED, OXFORD, ENGLAND, 
pages 6123-6127, 

C. HOGG 'Isolation of a large number of 
novel mammalian genes by a differential 
cDNA library screening strategy' 
accession no.X61852 


1,4-7 






■/— 




j )([ Further documents are listed in the continuation of box C. 


| )( j Patent family members are listed in annex. 


* Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E* earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L* document which may throw doubts on priority daimfs) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 


T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

"&.' document member of the same patent family 


Date of the actual completion of the international search 


Date of mailing of the international search report 


l 


June 1995 


- 3. 07. 95 




Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 581 8 Patcntlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Authorized officer 

Hornig, H J 
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INTER! 



ONAL SEARCH REPORT 



Interspinal Application No 

PCT/GB 95/00192 



C(Contimiation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



X 
A 



DNA RESEARCH, 

vol. l,no. 1, January 1994 KAZUSA DNA RES 
UNIV. ACAD . PRESS , I NC . , TOKYO , J P , 
page 27-35 

N. NOMURA ET AL. 'Prediction of the 
coding sequences of unidentified human 
genes I. The coding sequences of 40 new 
genes (KIAA0001-KIAA0040) deduced by 
analysis of randomly sampled cDNA clones 
from human immature myeloid cell line 
KG-1' 

accession no. D13627 
NATURE GENETICS, 

vol. 4, July 1993 NATURE PUBLISHING CO., 
NEW YORK, US, 
pages 256-267, 

M.D. ADAMS ET AL. '2,400 new expressed 
sequence tags identify diversity of 
transcripts in human brain' 
accession no. T06605 

PR0C. NATL. ACAD SCI. , 

vol. 89, no. 13, 1 July 1991 NATL. ACAD 

SCI., WASHINGTON, DC, US;, 

pages 6060-6064, 

G. B. SEGEL ET AL. 'Isolation of a gene 
encoding a chaperonin-like protein by 
complementation of yeast amino acid 
transport mutants with human cDNA* 
cited in the application 

accession no. P40227 
see figure 4 

W0, A, 93 25681 (UNIV NEW YORK) 23 December 
1993 

see page 12, line 9 - page 13, line 24; 
claims 1-38 

GENE, 

vol. 120, no. 2, 21 October 1992 ELSEVIER 
SCIENCE PUBLISHERS ,B.V. , AMSTERDAM, NL; , 
pages 207-215, 

H. KUBOTA ET AL. 'Structure and 
expression of the gene encoding mouse 
t-complex polypeptide (Tcp-1)' 

the whole document 
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vol. 105, no. 2, 15 September 1991 ELSEVIER 
SCIENCE PUBLISHERS, B.V. .AMSTERDAM, NL; , 
pages 269-273, 

H. KUBOTA ET AL. 'Nucleotide sequence of 

mouse Tcp-1 cDNA' 

cited in the application 

the whole document 

CURR. BIOL. (1994), 4(2), 89-99 CODEN: 
CUBLE2;ISSN: 0960-9822, 
1994 

KUBOTA, HIROSHI ET AL 'Identification of 
six Tcp-l-related genes encoding divergent 
subunits of the TCP-l-containing 
chaperon in 1 

*cited in the application 
see page 90, right column, line 4 - page 
97, right column, line 5; figures 1-7 

BIOCHIMICA BI0PHYSICA ACTA, 

vol. 1217, 1 March 1994 ELSEVIER SCIENCE, 

AMSTERDAM, NL, 

pages 224-226, 

E.C. JOLY ET AL. 'cDNA encoding a novel 
TCP-1 related protein' 
accession no. P80318 (CCT-gamma) 
see figure 1 
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TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 

PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INT 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Irecd I 



09 NOV 2000 
IONAlp CT 



Reference du dossier du cteposant ou du 
mandataire 

340063/16333 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande Internationale n° 
PCT/FR99/01479 


Date du ddpot international (jour/mois/ann6e) 
18/06/1999 


Date de priorite (jour/mois/ann6e) 
05/08/1998 


Classification internationaJe des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
C12N15/12 


D£posant 

FONDATION JEAN DAUSSET-CEPH et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par Padministaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a ('article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 8 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
('administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I S Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibiiite 
d'application industrielle 

Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibiiite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 

Irregutarites dans la demande internationale 

Observations relatives a la demande internationale 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


SI 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


IS 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

01/03/2000 


Date d 'achievement du present rapport 
07. 1 1 .2000 


Nom et adresse postaie de ('administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

^ Office europ^en des brevets 
0)H D-80298 Munich 
ZZr 1 T6I. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autoris£ ^-zzrz*^ 

Marinoni, J-C (f Mil /) 

\ 

N" de telephone +49 89 2399 8563 
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I. Bas du rapp rt 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apr&s (les feuilles de emplacement quiont 6t6 remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a /'article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initiaiement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'e/les ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1-18 version initiate 

Revendications, N°: 

1-25 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/2-2/2 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de ['invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 
IV. Absence d unite de l invention 

1 . En reponse a ('invitation a limiter les revendications ou a payer des taxes additionnelles, le deposant a 

□ limite les revendications. 

□ paye des taxes additionnelles. 

□ paye des taxes additionnelles sous reserve. 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII. feuille 1) Qanvier 1994) 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR99/01 479 



□ ni limite les revendications ni paye des tax s additionnelles. 

2. E3 Uadministration chargee de I'examen preliminaire international estime qu'il n'est pas satisfart k I'exigence 

d'unite d'invention et decide, conformement a la regie 68.1 , de ne pas inviter le deposant a limiter les 
revendications ou a payer des taxes additionnelles. 

3. Uadministration chargee de Texamen preliminaire international estime que, aux termes des regies 13.1 ,13.2 et 
13.3, 

□ il est satisfart a ('exigence d'unite de invention. 

El il n'est pas satisfart a I'exigence d'unite de I'invention, et ce pour les raisons suivantes : 
voir feuille separee 

4. En consequence, les parties suivantes de la demande intemationale ont fait I'objet d'un examen preliminaire 
international lors de la formulation du present rapport : 

H toutes les parties de la demande. 

□ les parties relatives aux revendications n os . 

V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 


8-24 




Non : 


Revendications 


1-7 


Activite inventive 


Oui : 


Revendications 


NONE 




Non : 


Revendications 


1-24 


Possibilite d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 


1-24 




Non : 


Revendications 


NONE 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voirfeuill separ' 
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Concernant le point IV 
Absence d'unite de I'invention 

1. Chacune des 15 sequences revendiquees, les vecteurs les comprenant, les 
cellules contenant ces vecteurs, etc... torment autant de groupes d'inventions 
differents. La presente demande contient done 15 groupes d'inventions 

distincts. 

2. Ces groupes d'inventions ne sont pas lies entre eux de telle sorte qu'ils ne 
forment qu'un seul concept inventif general (regie 13.1 PCT), et ce pour les 
raisons suivantes: 

(a) La caracteristique technique commune aux inventions identifies reside 
dans le fait que I'expression des genes en question est soit inhibee, soit 
induite lors de I'apoptose ou de la suppression tumorale. Cependant, de tels 
genes, identifies selon la meme methode que les genes de la presente 
demande (cf. D3, page 9041, paragraphe "Models of tumor suppression and 
activation of HUMSIAH"; voir egalement D5 et D6), sont deja connus (voir 
I'objection soulevee au point V-1(3)). 

(b) Par ailleurs, I'objet de la revendication independante 1 est deja connu (cf. 
les motifs de cette objection). 

Concernant le point V 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive 
et la possibility d'application industrielle; citations et explications a I'appui de 
cette declaration 

II est fait reference aux documents suivants: 

D1: DATABASE GENBANK Accession No. AA935282, 23 juin 1998 

D2: DATABASE GENBANK Accession No. AI022498, 19 juin 1998 

D3: PROC. NATL. ACAD. SCI. USA, Vol. 93, Aout 1996, pages 9039-9042, Nemani et 

al. 'Activation of the human homologue of the Drosophila sina gene in apoptosis 

and tumor suppression* 
D4: NATURE MEDICINE, Vol. 4, No.7, Juillet 1998, pages 835-838, Roperch et al. 

'Inhibition of presenilin 1 expression is promoted by p53 and p21 waM and results in 
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apoptosis and tumor suppression 1 
D5: WO 97/22695, 26 juin 1997 

D6: PROC. NATL. ACAD. SCI. USA, Vol. 93, Avril 1996, pages 3953-3957, Amson et 
al. 'Isolation of 10 differentially expressed cDNAs in p-53-induced apoptosis: 
activation of the vertebrate homologue of the Drosophila seven in absentia gene' 

1 . L'objet de la revendication 1 ne satisfait pas les exigences de nouveaute de 
I'Article 33(2) PCT pour les raisons suivantes: 

(1 ) D1 decrit une sequence nucleique qui possede 96,2% d'identite avec la 
sequence IND SEQ No. 3. En consequence, et compte tenu de I'objection 
soulevee au point VIII-3, la sequence de D1 s'hybride a la sequence 
complementaire de IND SEQ No:3. 

(2) De meme D2 decrit une sequence nucleique qui possede 97,9% d'identite 
avec la sequence IND SEQ No:3. En consequence, et compte tenu de 
I'objection soulevee au point VIII-3, la sequence de D2 s'hybride a la 
sequence complementaire de IND SEQ No:3. 

(3) Lors de I'apoptose et de la suppression cellulaire, I'expression des genes 
TSAP1 a 8 est induite et I'expression des genes TSIP1 et TSIP2 est inhibee 
(cf. D5, resume; D6). Pour TSAP3 voir egalement D3, page 9040, 
paragraphe "HUMSIAH and physiological Apoptosis" et page 9041, 
paragraphe "Models of tumor suppression and activation of HUMSIAH". Pour 
TSIP2 (presenilin 1) voir egalement D4, resume. 

De meme, le gene p53 est reexprime dans la lignee KS (voir la description, 
page 1 1, lignes 27-28). Le gene p53 n'est de toute evidence pas nouveau. 

(4) La sequence nucleique TSAP13 etendue (IND SEQ No:5) est partiellement 
identique a la sequence de la sous-unite p40.5 du proteasome 26S humain. 
De meme, la sequence nucleique TSAP21 etendue (IND SEQ No: 13) est 
partiellement identique a la sequence de la syntaxine 1 1 (cf. page 8, lignes 
8-15). Ces deux genes connus ont une sequence qui s'hybride a la 
sequence complementaire de TSAP13 et TSAP21 respectivement. 

2. Les r vendications dependantes 2-7 ne contiennent aucune caracteristique qui, 
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en combinaison avec cedes de Tune quelconque des revendications auxquelles 
elles se referent, definisse un objet qui satisfasse aux exigences du PCT en ce 
qui concerne la nouveaute. 

3. Le benefice de I'activite inventive ne peut etre accorde a des vecteurs 
comprenants des sequences d'ADN connues, des cellules contenant lesdits 
vecteurs, les proteines obtenues apres culture des dites cellules, etc... En 
consequence, I'objet des revendications 8-14 ne repond pas aux exigences de 
I'Article 33(3) PCT concernant I'activite inventive. 

4. De maniere generale, la brevetabilite d'une nouvelle sequence nucleique est 
subordonnee a I'identification d'une fonction du gene ou de son produit qui 
permettrait de resoudre un probleme technique donne (Articles 5 et 33(3) PCT 
pris conjointement). Comme explique au point IV-2(a), dans la presente 
demande, le probleme technique sous-jacent reside simplement dans le clonage 
de nouvelles sequences dont I'expression est soit inhibee soit induite lors de 
I'apoptose et/ou de la suppression tumorale. A la lecture de D6 (avant-dernier 
paragraphe), il semble evident que de nombreux genes de ce type restaient 
encore a decouvrir. En etant incite, grace a D6, a appliquer les techniques 
decrites, I'homme du metier aurait identifie les sequences revendiquees. 

En consequence, une activite inventive ne peut etre reconnue pour les proteines 
revendiquees, les vecteurs ou les sequences qui les codent, ni pour leur utilisation 
a titre de medicament, d'agent de diagnostique ou autre (revendications 1-25). 

5. De plus, la fonction d' aucune des sequences revendiquees n'a ete mise en 
evidence (IND SEQ No: 1-1 5). La simple hypothese que ces genes sont "de 
potentiels genes suppresseurs" n'est pas suffisante et ne constitue pas la preuve 
qu'une fonction a ete identifiee. Par ailleurs, certaines des sequences 
revendiquees sont des EST (cf. Tableau 1 par exemple, mais aussi les IND SEQ 
No.1, 3, 4, 6, 8, 9, 10, 12 et 15 au moins, qui sont de toute evidence des 
sequences incompletes). En consequence, la brevetabilite de ces sequences 
pourrait eventuellement etre mise en doute au cours de la phase regionale. 
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Concernant I point VIII 

Observations relatives d la demande internationale 

1 . Les sequences revendiquees par exemple dans la revendication 1 ne sont 
limitees par aucune caracteristique fonctionelle, etendant de fa$on indue la portee 
des revendications, contrairement aux exigences de PArticle 6 PCT. 

2. Les revendications 1, 3 et 5 contiennent une reference a des "genes 
equivalents". Ce terme est vague et ne permet pas de definir clairement les genes 
en question (Article 6 PCT). 

3. La revendication 1, point (b), contient une reference a "une sequence s'hybridant 
avec I'une des sequences selon (a)". Par definition, une telle sequence 
complementaire ne code pas pour une proteine possedant la fonction des 
proteines codees par les sequences revendiquees en (a). L'objet de la 
revendication 1 n'est done pas clair (Article 6 PCT). Pour I'etablissement de la 
presente opinion, il est considere que les sequences revendiquees doivent 
d'hybrider avec la sequence complementaire de I'une des sequences 1 a 15. 

4. Le point (d) de la revendication 4 concerne toute "sequence caracterisee en ce 
que I'expression cellulaire du gene est induite ou inhibee lors de I'apoptose et/ou 
de suppression tumorale". L'intitule du point (d) est vague et ne limite pas 
suffisamment I'objet pour lequel une protection est recherchee (Article 6 PCT). II 
en decoule I'objection de nouveaute emise sous le point V-1(3). 

5. La revendication 3 contient une reference a "TSAP9 a TSAP22". Ces termes 
n'ont aucune signification pour Phomme du metier, lis ne permettent done pas de 
caracteriser les sequences revendiquees (Article 6 PCT). 

6. De meme, la revendication 5 contient une reference a "TSIP3". Ce terme n'a 
aucune signification pour I'homme du metier. II ne permet done pas de 
caracteriser la sequence revendiquee (Article 6 PCT). 

7. Le libelle de la revendication 7 est confus (que sont des "transfectants p21, 
TSAP3 et antisens TSIP2" ?): il en resulte que I'objet pour lequel une protection 
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est recherche n'est pas clair (Article 6 PCT). 

8. L'intitule des revendications 15-24 n'est pas conforme aux exigences de I'Article 
6 PCT en combinaison avec la Regie 6.3(b) PCT. 

9. L'intitule de la revendication 25 n'est pas clair, ce qui introduit un doute quant 
Pobjet pour lequel une protection est recherche (Article 6 PCT). Par ailleurs, les 
modeles en question sont pour le moins succintement decrits dans la presente 
demande (cf. page 6, lignes 30-31), pouvant entramer dans la phase regionale 
des objections quant au fondement (Article 6 PCT) et a la suffisance de la 
divulgation (Article 5 PCT). 
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PATENT COOPERATION TRE5TTY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
340063/16333 


irrn* vi tdtuitd Ar Tmw ^ee Notification of Transmittal of International 
*UK * ACIION pre,^^ Examination Report (F orm PCTAPEA/4I6) 


International application No. 

PCT/FR99/01479 


International filing date (day/month/year) 
18 June 1999(18.06.99) 


Priority date (day/month/year) 

05 August 1998 (05.08.98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 15/12 


Applicant 

MOLECULAR ENGINES LABORATORIES 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



_8 sheets, including this cover sheet. 



I I This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
— been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability- 
citations and explanations supporting such statement ' 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


I2SI 


II 


□ 


III 


□ 


IV 




V 


IE! 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 

01 March 2000 (01.03.00) 


Date of completion of this report 

07 November 2000 (07.1 1.2000) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

| | the international application as originally filed. 

the description, pages M8 t as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of — , 

, filed with the letter of . 



the claims, 



pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-25 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



^ the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/2-2/2 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

□ 

the claims, Nos. 



□ 

the drawings, sheets/fig 



3. [""I This re P° n nas oeen established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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IV. Lack of unity of invention 



1 . In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 
restricted the claims. 
I I paid additional fees. 

□ 

paid additional fees under protest. 
I I neither restricted nor paid additional fees. 



Fy?| This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to Rule 68. 1 , 
2 - I^J not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. 



3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13 1 13 2 and 13 3 is 
complied with. 

not complied with for the following reasons: 

See separate sheet • 



4. Consequently, the following parts of the international application were the subject of international preliminary examination 
in establishing this report: 

DKI all parts. 

□ 

the parts relating to claims Nos. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: IV 



3. 



Each of the 15 claimed sequences, the vectors 
comprising same, the cells containing these vectors 
and so on all form different groups of inventions. 
The present application therefore contains 15 
distinct groups of inventions. 



These groups of inventions are not so linked as to 
form a single general inventive concept (PCT Rule 
13.1), for the following reasons: 

(a) The technical feature common to the identified 
inventions lies in the fact that the expression 
of the genes in question is either inhibited or 
induced during- apoptosis. -or- tumour suppression. 
However, such genes, identified by the same 
method as the genes of the present application 
(cf. D3, page 9041, paragraph "Models of tumor 
suppression and activation of HUMS I AH" ; see 
also D5 and D6) are already known (see the 
objection raised in Box V-l (3) ) . 

(b) Furthermore, the subject matter of independent 
Claim 1 is already known (cf. the reasons for 
this objection) . 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



8-24 



1-7 



NONE 



1-24 



1-24 



NONE 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

Reference is made to the following documents 



Dl: 



D2: 



D3; 



D4: 



DATABASE GENBANK Accession No. AA935282, 23 June 
1998; 

DATABASE GENBANK Accession No. AI0224 98, 19 June 
1998; 

PROC. NATL. ACAD. SCI. USA, Vol.93, August 1996, 
pages 9039-9042, Nemani et al. 'Activation of the 
human homologue of the Drosophila sina gene in 
apoptosis and tumor suppression' ; 

NATURE MEDICINE, Vol.4, No. 7, July 1998, pages 835- 
838, Roperch et al. ^Inhibition of presenilin 1 



expression is promoted by p53 and p21 



waf-l 



and 



D5: 
D6: 



results in apoptosis and tumor suppression' ; 
WO-A-97/22695, 26 June 1997; 

PROC. NATL. ACAD. SCI. USA, Vol.93, April 1996, 
pages 3953 to 3957, Amson et al.: 'Isolation of 10 
differentially expressed cDNAs in p-53-induced 
apoptosis: activation of the vertebrate homologue 
of the Drosophila seven in absentia gene' . 

The subject matter of Claim 1 does not satisfy the 
requirements of novelty of PCT Article 33(2) for the 
following reasons : 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



THIS PAGE BLANK iuspto) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



itemational application No. 
PCT/FR 99/01479 



(1) Dl describes a nucleic sequence which is 96.2% 
identical to the sequence IND SEQ No. 3. 
Consequently, taking into account the objection 
raised in Box VIII-3, the sequence of Dl is 
hybridized with the complementary sequence of 
IND SEQ No: 3. 



(2) Similarly, D2 describes a nucleic sequence 
which is 97.9% identical to the sequence IND 
SEQ No: 3. Consequently, taking into account the 
objection raised in Box VIII-3, the sequence of 
D2 is hybridized with the complementary 
sequence of IND SEQ No: 3. 

(3) During apoptosis and cellular suppression, the 
expression of the genes TSAP1 to 8 is induced 
and the expression of the genes TSIP1 and TSIP2 
is inhibited (cf. D5, abstract; D6) . For TSAP3, 
see also D3, page 9040, paragraph " HUMS I AH and 
physiological Apoptosis" and page 9041, 
paragraph "Models of tumor suppression and 
activation of HUMS I AH" . For TSIP2 (presenilin 
1) see also D4, abstract. 

Similarly, the p53 gene is re-expressed in the 
line KS (see description, page 11, lines 27 to 
28). The p53 gene is obviously not novel. 

(4) The extended nucleic sequence TSAP13 (IND SEQ 
No: 5) is partially identical to the sequence of 
the sub-unit p4 0 . 5 of the human proteasome 26S. 
Similarly, the extended nucleic sequence TSAP21 
(IND SEQ No: 13) is partially identical to the 
sequence of syntaxin 11 ( c f. page 8, lines 8 to 
15) . These two known genes have a sequence 
which is hybridized with the complementary 
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sequence of TSAP13 and TSAP21 respectively. 

2. Dependent Claims 2 to 7 do not contain any features 
which, in combination with those of any one of the 
claims to which they refer, define a subject 
satisfying the requirements of the PCT as regards 
novelty. 

3. Inventive step cannot be acknowledged for vectors 
comprising known DNA sequences, cells containing 
said vectors', the proteins obtained following the 
culture of said cells and so on. Consequently, the 
subject matter of Claims 8 to 14 does not meet the 
requirements of PCT Article 33(3) as regards 
inventive step. 

4. In general terms, the patentability of a novel 
nucleic sequence is subject to the identification of 
a function of the gene or of its product which would 
enable a given technical problem to be solved (PCT 
Articles 5 and 33(3) considered in combination). As 
explained in Box IV-2 (a) , in the present application 
the underlying technical problem simply lies in the 
cloning of novel sequences, the expression of which 
is either inhibited or induced during apoptosis 
and/or tumour suppression. In the light of D6 
(penultimate paragraph) , it appears obvious that 
numerous genes of this type still remained to be 
discovered. Being encouraged by D6 to apply the 
techniques described, a person skilled in the art 
would have identified the claimed sequences. 

Consequently, an inventive step cannot be 
acknowledged for the claimed proteins, or the 
vectors or sequences encoding same, nor for their 
Form PCT/IPE A/409 (Box V) (January 1994) 
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use as a drug, a diagnostic agent or otherwise 
(Claims 1 to 25) . 

Furthermore, the function of none of the claimed 
sequences has been demonstrated (IND SEQ No: 1-15). 
The simple hypothesis that these genes are 
"potential suppressor genes" is insufficient and 
does not constitute proof that a function has been 
identified. In addition, some of the claimed 
sequences are ESTs (cf. Table 1 for example, but 
also IND SEQ Nos . 1, 3, 4, 6, 8, 9, 10, 12 and 15 at 
least, which are obviously incomplete sequences) . 
Consequently, the patentability of these sequences 
could possibly be brought into question during the 
regional phase. 
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VIII. Certain observations on the international application 



in^'TK^K 0 ^ 6 ^ 0 " 5 °" Cl f ity ° fthe C,aimS ' dcscri P tion . ■*« drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: ' 

1. The sequences claimed for example in Claim 1 are not 
limited by any functional feature, thereby 
unnecessarily extending the scope of the claims, 
contrary to the requirements of PCT Article 6. 

2. Claims 1, 3 and 5 contain a reference to "equivalent 
genes" . This term is vague and does not define the 
genes in question clearly (PCT Article 6) . 



3. 



Claim 1, paragraph (b) , contains a reference to "a 
sequence hybridizing with one of the sequences 
according to (a)". By definition, such a 
complementary sequence does not code for a protein 
having the function of the proteins coded by the 
sequences claimed in (a).. The subject matter of 
Claim 1 is therefore unclear (PCT Article 6) . In 
drawing up the present report, it has been 
considered that the claimed sequences must hybridize 
with the complementary sequence of one of sequences 
1 to 15. 



Paragraph (d) of Claim 4 relates to any "sequence 
characterized in that the cellular expression of the 
gene is induced or inhibited during apoptosis and/or 
tumour suppression". The wording of (d) is vague and 
does not limit sufficiently the subject matter for 
which protection is sought (PCT Article 6) . This 
leads to the objection regarding novelty raised in 
Box V-l (3) . 

Claim 3 contains a reference to "TSAP9 to TSAP22" . 
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These terms have no meaning for a person skilled in 
the art. They do not therefore characterize the 
claimed sequences (PCT Article 6) . 



6. Similarly, Claim 5 contains a reference to "TSIP3". 

This term has no meaning for a person skilled in the 
art. It does not therefore characterize the claimed 
sequence (Claim 6) . 



The wording of Claim 7 is confusing (what are "p21, 
TSAP3 and anti-sense TSIP2 t ransf ectants" ? ) : as a 
result, the subject matter for which protection is 
sought is unclear (PCT Article 6) . 

The wording of Claims 15 to 24 does not meet the 
requirements of PCT Article 6 in combination with 
PCT Rule 6. 3 (b) . 



The wording of Claim 25 is unclear, thereby giving 
rise to doubt as regards the subject matter for 
which protection is sought (PCT Article 6) . 
Furthermore, the models in question are to say the 
least succinctly described in the present 
application (cf. page 6, lines 30-31), which might 
lead to objections in the regional phase regarding 
support (PCT Article 6) and as to whether the 
disclosure is sufficiently clear (PCT Article 5) . 
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GENES IMPLIQUES DANS LES VOIES MOLECULAIRES DE LA 
SUPPRESSION TUMORALE ET/OU LA RESISTANCE AUX VIRUS 



5 La presente invention concerne la mise en evidence de genes impliques 

dans les voies moleculaires de la suppression tumorale et/ou de la resistance aux 
virus. 

La presente invention a ete rendue possible par Pisolement d'ADNc 
correspondant a des ARN messagers exprimes ou reprimes lors de la suppression 

10 tumorale et/ou lors du processus d'apoptose induit par le gene suppresseur p53. 

L'un des genes suppresseurs les plus importants impliques dans Tapoptose 
est le gene p53. Dans sa fonction normale, ce gene controle la croissance cellulaire 
et le processus d'apoptose ; en particulier, c'est ce gene qui bloque la croissance 
cellulaire et qui doit induire le processus apoptotique afin d'eviter le 

15 developpement d'un cancer. On a ainsi mis en evidence que des souris 
nullizygotes pour ie.p53 etaient beaucoup plus sensibles a la formation de tumeurs. 
On a egalement mis en evidence le fait que, dans les cancers, le gene p53 etait tres 
souvent altere et conduisait a la production de proteines incapables de vehiculer le 
message d'apoptose. 

20 C'est cette particularity qui a ete mise en oeuvre dans le cadre de la presente 

invention. 

En effet, la presente invention repose sur la constatation quMl n'est pas 
possible, ou du moins qu'il parait tres difficile, de mettre en place une therapie de 
substitution directe lors d'un dysfonctionnement du gene p53. En effet, le p53 
25 mute comme il Test dans le cancer va annuler 1* effet physiologique du p53 normal. 

II a done fallu renoncer, du moins dans un premier temps, a une therapie de 
substitution agissant directement au niveau de p53. 

La presente invention s'est done attachee a etudier les genes situes en 
amont et en aval de p53 afin de « bipasser » la difficulte evoquee precedemment. 
30 Afin d'isoler les genes actives ou inhibes par le p53 normal (wild-type p53) 

on a effectue un ratissage global de l'expression des genes dans une lignee 
maligne (K562) et une cellule derivee (KS) avec une suppression du phenotype 
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malin, plus particulierement dans une cellule exprimant le p53 normal (KS) dans 
sa fonction et dans une cellule n'exprimant pas de p53 (K562). La comparaison 
des genes exprimes (ARN messagers exprimes dans les deux types de cellule) a 
permis de mettre en evidence des genes exprimes differentiellement, c'est-a-dire 
5 exprimes dans Tune des cellules alors qu'ils ne le sont pas dans Pautre (les genes 
peuvent etre actives ou inhibes). 

On en deduit aisement que ces genes sont impliques dans le processus de 
cancerisation, dans un cas par leur absence, et, dans r autre cas, par leur presence. 

Pour cette etude differentielle, la methode utilisee est la methode decrite en 
10 1992 par Liang et Pardee (Differential display o eucaryotic mRNA by mean of a 
polymerase chaine reaction). 

L'approche du probleme selon la presente invention a permis d'isoler des 
sequences directement reliees a une fonction. Des lors, au contraire du sequengage 
aleatoire des EST, les sequences sont des sequences dont la fonction est connue et 
15 qui sont impliquees dans le processus de suppression du phenotype malin et/ou 
d'apoptose induit par le gene suppresseur p53 et/ou dans la resistance aux virus. 

Ainsi, la presente invention concerne de nouvelles sequences et les genes 
les comportant ainsi que l'utilisation de ces sequences, tant au niveau du diagnostic 
qu'au niveau de la therapie, de meme que pour la realisation de modeles destines a 
20 tester des produits anti-cancereux et anti-viraux. 

La presente invention concerne tout d*abord une sequence nucleotidique 
correspondant a un gene comportant : 

(a) une sequence selon Tune des IND.SEQ 1 a 15 ou un gene equivalent qui 
comporte: 

25 (b) une sequence s'hybridant avec Tune des sequences selon (a), 

(c) une sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec (a) ou (b), ou 

(d) une sequence codant pour une proteine codee par un gene selon (a), (b) ou 
(c) ou pour une proteine equivalent e, 

et leur application notamment dans la suppression du cancer et/ou la resistance 
30 aux virus ainsi que dans le suivi therapeutique. 

II convient de rappeler que les sequences 1 a 15 ne constituent qu*une 
partie des genes en cause mais que la presente invention couvre aussi bien la 
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sequence nucleotidique correspondant au gene entier que des fragments de ce 
gene, notamment lorsqu'ils codent pourune proteine equivalente comme cela sera 
decrit ci-apres. 

Les sequences nucleotidiques peuvent etre aussi bien de l'ADN que de 
5 TARN ou des sequences dans lesquelles certains des nucleotides sont non naturels, 
soit pour ameliorer leurs proprietes pharmacologiques, soit pour permettre leur 
identification. 

Les sequences mentionnees en (b) sont essentiellement les sequences 
complementaires totales ou partielles (notamment pour les cas evoques 
10 precedemment). 

Ainsi, 1'invention concerne egalement les sequences nucleotidiques des 
genes presentant une forte homologie avec les genes mentionnes precedemment, 
de preference une homologie superieure a 80 % sur les parties essentielles desdits 
genes, soit en general au moins 50 % de la sequence, de preference l'homologie 
15 sera sur ces parties superieure a 90 %. 

Enfin, lorsque lesdits genes codent pour une proteine, la presente invention 
concerne egalement les sequences codant pour la meme proteine, compte tenu de 
la degenerescence du code genetique, mais egalement pour les proteines 
equivalentes, c*est-a-dire produisant les memes efFets, notamment les proteines 
20 deletees et/ou ayant subi des mutations ponctuelles. 

Les sequences selon la presente invention sont plus particuiierement les 
sequences qui sont induites ou inhibees lors de Tapoptose cellulaire, notamment 
celles induites par p53 et/ou p21 et/ou TSAP3 (HUMSIAH) et/ou antisens-TSIP2 
(antisens-PSl). En d'autres termes, ces sequences correspondent a des genes dont 
25 P expression cellulaire est activee par Tun au moins des transfectants choisi dans le 
groupe comprenant les transfectants p21, les transfectants TSAP3 et les 
transfectants anti-sens TSIP2. 

Lesdits genes sont regroupes en TSAP ou "Tumor Suppressor Activated 



WO 00/08147 



PCT7FR99/01479- 



4 



Pathway", et denommes de TSAP 9 a TSAP 22 correspondant aux IND.SEQ 1 a 
14, et en TSIP ou "Tumor Suppressor Inhibited Pathvay", et denomme TSIP 3, 
correspondant a IND.SEQ 15. 

Les caracteristiques des sequences sont rassemblees dans les tableaux ci- 
5 annexes. 

Les sequences nucleotidiques correspondant aux genes TSAP sont des 
sequences exprimees lors du processus d f apoptose alors que lorsqu'ils ne sont pas 
exprimes le processus d'oncogenese se poursuit. U est done interessant: 

- de detecter toute anomalie dans le gene correspondant, laquelle peut conduire a 
10 une plus grande susceptibilite a 1'oncogenese, et 

- de pouvoir prevoir une therapie de remplacement. 

II faut d f ailleurs rappeler que ces genes peuvent intervenir dans d'autres 
processus que les processus de suppression tumorale ; en effet, p53 est en quelque 
sorte le gardien de Tintegrite du genome, dans ces conditions les genes TSAP ou 

15 TSIP sont sans doute egalement impliques dans cette fonction de controle, e'est 
done Tensemble des alterations possibles du genome qui peuvent etre redevables 
de la detection et de la therapie precedente. Au contraire, les genes TSIP sont 
exprimes lors de 1'oncogenese et cette expression est diminuee voire inhibee lors 
de l'apoptose et de la suppression tumorale, il est done la aussi interessant de 

20 detecter Teventuelle anomalie des TSIP et egalement de prevoir une therapie 
d'inhibition/blocage. 

La therapie de remplacement pourra etre effectuee par therapie genique, 
e'est-a-dire en introduisant le gene TSAP avec les elements qui permettent son 
expression in vivo. Les principes de la therapie genique sont connus. On peut 

25 utiliser des vecteurs particuliers, viraux ou non viraux, par exemple des 
adenovirus, retrovirus, virus herpes ou poxvirus. La plupart du temps ces vecteurs 
sont utilises sous forme defectifs qui serviront de vehicules d'expression de TSAP 
avec ou sans integration. Les vecteurs peuvent etre egalement synthetiques, c ! est-a- 
dire mimer des sequences virales, ou bien etre constitues par de TADN ou de 

30 TARN nu selon la technique developpee notamment par la societe VICAL. 
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Dans la plupart des cas, il faudra prevoir des elements de cibiage assurant 
une expression tissus ou organes specifiques, en effet, il n'est pas possible 
d'envisager d'activer un phenomene d'apoptose incontrole. 

La presente invention concerne done Pensemble des vecteurs decrits 
5 precedemment. 

La presente invention concerne egalement les cellules transformees par un 
vecteur d'expression tel que decrit precedemment ainsi que la proteine pouvant 
etre obtenue par culture de cellules transformees. 

Les systemes d'expression pour produire des proteines peuvent etre aussi 
10 bien des systemes eucaryotes tels que les vecteurs precedents que des systemes 
procaryotes dans des cellules de bacteries. 

I.'un des interets de la presente invention est qu'elle a mis en evidence 
Timplication de plusieurs genes dans Tapoptose ; ainsi, la surexpression de Tun des 
genes par therapie genique peut, pour certains d'entre eux, ne conduire a 
15 l'apoptose que les cellules dans lesquelles s'expriment deja d ! autres genes 
deregles, e'est-a-dire des cellules malignes. 

La presente invention concerne egalement, a titre de medicament, un 
compose assurant l'expression cellulaire d*au moins une des sequences 
nucleotidiques precedentes lorsqu'elle est induite lors de Tapoptose et/ou de la 
20 suppression tumorale, notamment des genes TSAP 9 a TSAP 22, ou au contraire 
assurant Tinhibition de l'expression cellulaire d'au moins une sequence cellulaire 
telle que decrite precedemment lorsqu'elle est inhibee lors de Tapoptose et/ou de la 
suppression tumorale, notamment TSBP 3. II peut s'agir par exemple d'un 
nucleotide active assurant le blocage de la sequence nucleotidique ou encore d'un 
25 anticorps monoclonal dresse contre la ou les proteine(s) codee(s) par la sequence 
nucleotidique. 

Par ailleurs, il est possible de prevoir d'autres approches que la therapie 
genique, notamment Tutilisation de sequences nucleotidiques en strategie sens ou 
antisens, e'est-a-dire pouvant bloquer l'expression de TSEP ou au contraire, 
30 agissant en amont, favorisant l'expression de TSAP. 

On peut egalement prevoir une strategie de remplacement directe par 
apport de proteines correspondant a TSAP ou d'anticorps inhibiteurs 
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correspondant a TSIP. 

Enfin, il est possible de prevoir l'utilisation de molecules non proteiques 
dont I'activite sera d'activer TSAP ou de mimer l'action de son produit 
d'expression ou bien d'inhiber TSIP ou bien de bloquer Taction de son produit 
5 d'expression. 

Ces produits peuvent etre aisement testes sur les cellules modifiers qui 
sont decrites dans les exemples en introduisant les produits a tester dans la culture 
cellulaire et en detectant l'apparition du phenomene apoptotique. 
Dans les strategies a ADN, ARN ou proteique les produits sont bien entendu 
10 elabores en fonction des sequences qui sont decrites. 

La presente invention concerne en particulier l'utilisation des medicaments 
precedents en tant qu'agent anti-cancereux. 

Mais le produit des genes TSAP 9 a 22 et TSIP 3 est egalement utile 
comme agent antiviral, comrae cela apparaitra a la lecture de l'exemple. 

La presente invention concerne done egalement l'utilisation des 
medicaments precedents comme agent antiviral. 

De plus, la presente invention concerne a titre d'agent de diagnostic pour la 
determination de la predisposition au cancer, tout ou partie des sequences selon 
I'invention a utiliser comme sonde nucleotidique ou comme amorce 
d'amplification, mais egalement a titre d'agent de diagnostic pour la determination 
de la predisposition au cancer un antigene correspondant a tout ou partie des 
proteines codees par la sequence selon I'invention ou les anticorps correspondants, 
eventuellement apres culture. 

Les methodes de diagnostic sont connues, il peut s'agir, par exemple, de 
techniques de microsequencage des parties variables apres isolement et 
amplification eventuelle, ou des methodes de detection type RFLP, ou 
d'amplification simple notamment. Les techniques difFerentielles peuvent, en 
particulier, permettre de mettre en evidence l'ecart entre le TSAP (ou TSEP) 
normal et anormal. 

30 L'invention concerne egalement des modeles mettant en oeuvre les 

sequences precedentes. 

Par ailleurs, il convient de souligner que les inventeurs, ont mis en 
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evidence, par extension des sequences conformes a 1' invention initialement mises 
en evidence, des homologies presentees par lesdites sequences etendues avec des 
sequences correspondant a des proteines connues. 

Plus particulierement, outre l'homologie de TSAP 9 avec une chaperonine 
5 de souris contenant le gene TCP-1 (9), les inventeurs ont mis a jour une forte 
homologie que presente TSAP 13 avec la sous-unite p40.5 du proteasome humain 
(10, 11) et une forte homologie que presente TSAP 21 avec la syntaxine 11 
appartenant au groupe des proteines SNARE (12). 

Les chaperonines interviennent dans le processus de repliement et 

10 l'assemblage des proteines dans le cytosol eucaryote. Elles sont soupconnees de 
ralentir ce repliement en piegeant des intermediaires qui s'agregeraient sans cela. 
Parmi les proteines sur lesquelles agirait la chaperonine contenant le gene TCP-1 
homologue de TSAP 9, on peut citer l'actine, la tubuline et la proteine de capside 
du virus de 1' hepatite B. 

15 L e proteasome, au meme titre que l'ubiquitine, est le principal composant 

du systeme proteolytique majeur responsable de la degradation de nombreuses 
proteines intracellulaires, y compris de proteines aberrantes resultant de mutations 
ou de stress environnementaux. La sous-unite p40.5 du proteasome 26S humain a 
recemment ete mise en evidence, ainsi que son homologue chez la levure Nas7p. 

20 Chez Phomme, le mRNA correspondant a la susdite sous-unite est plus 
particulierement exprime dans le pancreas, le placenta, les testicules, le coeur et le 
muscle squelettique. II semble par ailleurs que les cellules de levures deficientes 
pour Nas7p soient particulierement sensibles au stress du a la chaleur. Ceci 
contribue a suggerer que la fonction du proteasome 26S est degradee lors d'un 

25 stress du a la chaleur. 

Les proteines SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor- - 
attachment protein receptor) sont des proteines dont l'expression differentielle et 
les associations sont impliquees dans l'organisation des compartiments 
membranaires des cellules. Ces proteines sont specifiquement localisees dans la 

30 region de l'appareil de Golgi, des endosomes et des lysosomes, ce qui suggere 
qu'elles jouent un role dans la regulation des echanges membranaires a partir de 
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ces organelles. Plus particulierement, la syntaxine 11 serait localisee dans la 
region post-Golgi. 

II serait interessant de pouvoir determiner si les voies moleculaires dans 
lesquelles sont impliquees les sequences conformes a Pinvention presentent des 
5 points communs avec les voies moleculaires dans lesquelles sont impliquees les 
susdites proteines, ce qui permettrait d'envisager de nouveaux modes d' act ion sur 
les susdites sequences a des fins par exemple therapeutiques ou diagnostiques. 

La Figure 1 represente la sequence de TSAP 13 etendue (SEQ ID N° 5). 
La partie soulignee correspond a la sequence telle que mise a jour a l'origine par 
10 les inventeurs. Les caracteres gras correspondent a la sequence presentant 100 % 
d'homologie avec la sous-unite p40.5 du proteasome 26S humain. 

La Figure 2 represente la sequence de TSAP 21 etendue (SEQ ID N° 13). 
La partie soulignee correspond a la sequence telle que mise a jour a Porigine par 
les inventeurs. Les caracteres gras correspondent a la sequence presentant 100 % 
15 d'homologie avec la syntaxine 1 1 du groupe des proteines SNARE 

D'autres caracteristiques de l'invention apparaitront a la lecture de 
Texemple ci-apres. 



20 MATEREELS ET METHODES 
Cultures cellulaires 

Les cellules K562. KS. KS2 et KS3 ont ete utilisees comme modeles. La 
lignee K562 est une lignee tumorale, derivee d'une leucemie chronique de type 
erythromyeloide. Elle est caracterisee notamment par un chromosome de 

25 Philadelphie qui contient la translocation (9,22), ou il y a un rearrangement du 
gene bcr avec le proto-oncogene abl. Cette lignee a par ailleurs un caryotype 
anormal et surexprime les oncogenes myc et pim-1. Ces lignees sont decrites dans 
la reference A. Telerman et al. : A model for tumor suppression using H-l 
parvovirus, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 90, pp. 8702-8706, September 1993. 

30 En resume, un monoclone de K562 a ete infecte par le parvovirus H-l. 

Cette infection a cause une mort massive de la culture cellulaire. Apres un 
maintien de cette culture pendant une periode de deux mois, le clone KS a ete 
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isole. La meme experience effectuee une seconde fois a fourni, apres trois mois 
d'incubation, les clones KS2 et KS3 . 

En employant la meme approche, les inventeurs ont derive d'une 
population de cellules malignes U937 les lienees US! ft rlTS4 qu i sont resistantes 
5 au parvovirus H-l et qui presentent une suppression du phenotype malin. Ces 
lignees sont decrites dans la reference (7). 

Pes cellules de leucemie mvelnTH e Ml et ries cellules Ml ont ete 
transferees de facon stable avec un mutant sensible a la temperature val 135 p53 
(LTR6). 

10 Ces cellules sont cultivees sur milieu RPMJ 1640 avec 10 % FCS a 5 % de 

C0 2 a 37°C (3). Pour la modification de la temperature, les cultures sont placees 
dans un second incubateur a 32°C. 

Lignee U937 transfectee nar o21 WAF1 : l a partie codante complete du 
cDNA du gene p21 WAF1 a ete clonee dans le vecteur pBK-RSV (Stratagene, La 
15 Jolla, Californie). 3,5 millions de cellules U937 ont ete transfectees avec 20 
microgrammes d'ADN/30 microgrammes Lipofectin (Life Technologies). 

Les transfectants stables ont ete selectionnes a l'aide de 1,5 mg/ml de 
G418 (Sigma). Les caracteristiques de cette lignee decrivent notamment une 
suppression du phenotype malin. 

Lignee U937 transfectee nar TSIP2 ffsn en position antkgn* : l a partie 
codante complete du cDNA du gene TSIP2 (PSl) a ete clonee en position antisens 
dans le vecteur pBK-RSV (Stratagene, La Jolla, Californie). 3 millions de cellules 
U937 ont ete transfectees avec 20 microgrammes d'ADN/30 microgrammes 
Lipofectin (Life Technologies). 
25 Les transfectants stables ont ete selectionnes a l'aide de 1,5 mg/ml de 

G418 (Sigma). Les caracteristiques de cette lignee, decrivant notamment un 
ralentissement de la croissance, une activation de I'apoptose et une suppression du 
phenotype malin, ont ete decrites dans la reference (8). 

Lig nee U937 transfectee par TSAP3 (HUMSIAPtt la partie codante 
complete du cDNA du gene TSAP3 a ete clonee dans le vecteur pBK-RSV 
(Stratagene, La Jolla, Californie). 3 millions de cellules U937 ont ete transfectees 
avec 20 microgrammes d'ADN/30 microgrammes Lipofectin (Life Technologies). 
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Les transfectants stables ont ete selectionnes a Paide de 1,5 mg/ml de 
G418 (Sigma). Les caracteristiques de cette lignee, comportent notamment une 
activation de Papoptose et une suppression du phenotype malin. 

5 Etude des ADNc differentiels 

Pour effectuer les tests dans des conditions experimentales standards et 
pour obtenir une reproductivite totale des resultats, les modifications suivantes au 
protocole d'origine (1) ont ete effectuees : 

On utilise toujours des ARNm polyA+ purifies deux fois sur colonne 

10 d'oligodT utilisant Fast Track (Invitrogen, San Diego CA). Apres transcription 
reverse (M-MLV Reverse Transcriptase, Gibco BRL) sur 0,05 jag de polyA+ 
utilisant 20 |iM de chacun des dNTP (Boehringer-Mannheim), aucun dNTP 
additionne n'est ajoute au melange de PCR final. Un « hot start » a 94°C pendant 
5 minutes est effectue avant la PCR (GeneAmp PCR system 9600 Perkin Elmer 

15 Cetus). Les echantillpns sont refroidis rapidement sur de l'eau glacee. Un « touch 
down » (2) de 10 cycles de 50°C a 40°C est effectue (94°C 30 secondes - 50°C 1 
minute - 72°C 30 secondes), suivi par 35 cycles (94°C 30 secondes - 40°C 1 
minute - 72°C 30 secondes) et une extension finale de 5 minutes a 72°C. Les 
produits de la PCR sont separes sur gels de polyacrylamide a 6 % non denaturant 

20 (4). Les gels sont exposes sans sechage. Chaque presentation differentielle est 
effectuee en comparant M1S6 et LTR6 a 37°C et apres 4 heures d'incubation des 
deux lignees cellulaires a 32°C. 

La procedure de presentation differentielle est repetee dans 3 experiences 
differentes pour confirmer une parfaite reproductibilite. 

25 Les bandes exprimees differentiellement sont decoupees a partir du gel, 

eluees et reamplifiees (1). Les produits de PCR sont sous-clones en utilisant le 
systeme TA-cloning (Invitrogen, San Diego CA) en suivant les indications 
fournies. 

Pour chaque reaction de ligation, 10 clones recombinants sont sequences 
30 en utilisant le systeme automatique ABI. 

Extraction des ARN, analyses et sondes Northern blots 
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L'ARN total est extrait avec du Trizol (Life Technologies). Les ARN 
polyl+ sont prepares en utilisant le kit OligotexdT (Qjagen, CA). 30 \ig de TARN 
total ou 2 jag d' ARN polyA+ sont separes sur agarose 1 % 1 x MOPS/2 % gel de 
formaldehyde, transferes sur membrane de nylon (Hybond N+, Appligene, 

5 France) comme cela a ete decrit precedemment (5). Les Northern blots sont 
hybrides avec des sondes marques au P 32 sur les inserts TSAP et TSDP et laves 
comme decrit precedemment (5). Pour verifier P induction de la fonction du p53 
sauvage, les Northern blots sont hybrides avec une sonde cycline G (6). A titre de 
controle pour la quantite d'ARNm chargee, les bots sont hybrides avec une sonde 

10 GAPDH. DifFerents Northern blots (Clontech CA) sont utilises dans des 
conditions identiques et hybrides pour controle avec une sonde (3-actine. Les 
Northern blots sont exposes pendant 10 jours a - 80°C. 

Exemple 1 

15 Le but recherche est de caracteriser les voies moleculaires qui menent a la 

suppression du cancer. 

De fa9on a elaborer un modele, on a fait Thypothese suivante : s f il etait 
possible de selectionner, a partir d f une tumeur qui soit sensible a l'effet 
cytopathique du parvovirus H-l, les cellules qui etaient resistantes, cette resistance 

20 pourrait etre due a un changement de leur phenotype malin. Ceci a pu etre 
demontre pour les cellules KS selectionnees a partir des cellules erythro- 
leucemiques K562. Contrairement a la lignee parentale K562, les clones KS, KS2 
et KS3 sont resistants a 1'efFet cytopathique du parvovirus H-l. En outre, les 
cellules KS, KS2 et KS3 ont une reduction de leur tumorigenicite de 90 %, alors 

25 que cultivees dans du "soft agar", ces memes lignees KS ont une reduction de leur 
tumorigenicite in vivo lorsqu'injectees dans des souris immunodeprimees Scid- 
Scid. Au niveau moleculaire, on a pu remarquer que cette suppression du 
phenotype malin allait de pair avec une reexpression du gene suppresseur p53. 

15 ADNc exprimes de maniere differentielle entre les cellules K562 et KS 

30 ont ete isoles. TSAP 9 est homologue aux chaperonines. 

Le Tableau 1 rassemble les molecules caracterisees, en reprenant les 
amorces ainsi que les tailles des mRNAs detectes par Northern blot. 
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De ces 15 molecules, toutes sont induites dans les cellules KS, hormis 
TSIP 3, dont Texpression est inhibee durant la suppression du phenotype malin. 

Dans des experiences de transfection, on a egalement pu demontrer que la 
resistance a TefFet cytopathique du parvovirus H-l allait de pair avec une fonction 
5 int^cte du gene p53 et que des cellules transferees avec des mutants p53 
devenaient sensibles a 1'effet cytopathique du parvovirus H-l. 

Les 15 molecules que nous avons isolees codent done des genes dont la 
surexpression ( TSAP 9 - TSAP 22) ou Tinhibition ( TSDP 3) est associee non 
seulement a la suppression du cancer mais egalement a la resistance au parvovirus 
10 H-l. Ces genes codent par consequent pour des molecules faisant partie des voies 
moleculaires de la suppression du cancer et sont de potentiels genes suppresseurs. 

Afin de mieux cerner les voies d'activation p53/p21, les inventeurs ont 

etudie : 

P activation de ces TSAP / inhibition des TSIP dans le modele p53 
15 thermosensible developpe dans Moshe Oren, 

P activation de ces TSAP / inhibition des TSIP dans le modele oil les 
cellules U937 sont transferees par le gene p21, 

P activation des nouveaux TSAP / inhibition des TSIP dans le modele 
ou les cellules U937 sont transferees par le gene TSAP3, et 
20 - P activation de ces nouveaux TSAP/TSIP dans le modele ou les cellules 

U937 sont transferees par le gene TSIP2 (PSl) en position antisens. 
Le Tableau 1 ci-apres rend compte de resultats depressions 
differentielles analysees par Northern blot des differentes sondes (TSAP9- 
TSAP22, TSEP3) du modele K562/KS ainsi que des autres modeles U937/US3- 
25 US4, e'est-a-dire dans un modele de suppression tumorale dans lequel le gene p21 
est arive par la voie p53 independante. Ces ADNc sont done actives dans deux 
systemes cellulaires differents de suppression tumorale (le modele 
d'erythroleucemie K562/KS et le modele myelomonocytaire U937/US). 

D'apres ce tableau, on constate que dans la majeure partie des cas, les 
30 genes exprimes differentiellement dans le modele K562/KS sont egalement 
exprimes differentiellement dans le modele U937/US3-US4. II existe done une 
machinerie moleculaire de la suppression tumorale commune a differents types de 



WO 00/08147 



PCT/FR99/01479. 



13 



cancer. Cette conclusion est egalement valable pour le modele Ml/LTR-6. II faut 
noter dans ce dernier cas que r absence de signaux dans certains TSAP-TSIP est 
probablement due au fait que les experimentations ont ete realisees dans deux 
systemes heterologues (des sondes humaines sur de TARN de souris). 
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TABLEAU 1 



CLONE A 
EXPRESSION 
DIFFERENTIELLE 


AMORCES 
3'ETy 


SONDE AONc 
KS62/KS 


HOMOLOCIE 


MODELE 
K562/KS 


mRNAkb 


TSAP 9 


T11AA-9 


K26 D3 


ChaperonineO 


2,6 


TSAP 10 


T11AA-9 


K25.0 All 




1,6 


TSAP 11 


T11AA-9 


K25.0 B7 


EST 


2,9 


TSAP 12 


T11AA-9 


K27.1 C7 


EST 


5,5 


TSAP 13 


T11AA-23 


K25.1 F3 


Proteasome 0 


1,8 


1 sAr 14 


Tl 1AC-5 


K33.2 F10 


EST 


2,5 


TSAP 15 


T11AG-19 


K22E3 


EST 


1,6 


TSAP 16 


T11GC-2 


K12.1 F5 




2,8 


TSAP 17 


T11GC-12 


K16.1 C7 




1,8 


TSAP 18 


T11GG-5 


K3.1 D2 


EST 


2,0 


TSAP 19 


T11GG-23 


K5.2E 10 


EST 


1,5 


TSAP 20 


T11GG-23 


K5.1 A12 




1,7 


TSAP 21 


T11GG-23 


K5.1 Al 


SNARE* 


2,1 


TSAP 22 


T11GG-5 


K3.1 A12 


EST 


2,8 


TSIP3 


T11AC-5 


K33.1 Bll 


EST 


9,5 



* les chiffres et les sequences des amorces en 5' correspondent a ceux rapportes 
5 par Bauer et al. 

0 HUMKG1DD ARNm humain pour PORF (equivalent humain de la chaperonine 
de souris contenant le gene TCP-1 (t-complexe polypeptide). 
° Sous unite p40.5 du Proteasome (Nas7p) 

* Syntaxine 1 1 SNARE 
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TABLEAU 1 fsuite) 



5 



CLONE A 
EXPRESSION 


MODELE U937/US3-US4 




CLONE A 
EXPRESSION 


MODELE Ml/LTR-6 


DIFFERENTIELLE 


RESULTAT 


mRNA kb 




DIFFERENTIELLE 


RESULTAT 


MRNA kb 




EXP DIFF 


2 0 




TSAP 9 


EXP. DIFF. 


2,6 


TSAP 10 


EXP. DIFF. 


1,6 




TSAP 10 


NO SIGNAL 


1,6 


TSAP 11 


NO EXP. DIFF 


2,8 




TSAP 1 1 


NO SIGNAL 


2,9 


TSAP 12 


NO SIGNAL 


5,5 




TSAP 12 


NO SIGNAL 


5,5 


TSAP 13 


EXP. DIFF. 


1,5 




TSAP 13 


EXP. DIFF. 


1,8 


TSAP 14 


EXP. DIFF. 


2,8 




TSAP 14 


EXP. DIFF. 


2,5 


TSAP 15 


EXP. DIFF. 


1.8 




TSAP 15 


NO SIGNAL 


1,6 


TSAP 16 


EXP. DIFF. 


2,0 




TSAP 16 


EXP. DIFF. 


2,8 


TSAP 17 


EXP. DIFF. 


1,9 




TSAP 17 


EXP. DIFF. 


1,8 


TSAP 18 


NO EXP. DIFF. 


1,8 




TSAP 18 


EXP. DIFF. 


2,0 


TSAP 19 


EXP. DIFF. 


1,6 




TSAP 19 


NO SIGNAL 


1,5 


TSAP 20 


EXP. DIFF. 


1,9 




TSAP 20 


NO SIGNAL 


1,7 


TSAP 21 


EXP. DIFF. 


1,9 




TSAP 21 


EXP. DIFF. 


2,1 


TSAP 22 


EXP. DIFF. 


2,6 




TSAP 22 


EXP. DIFF. 


2,8 


TSIP3 


EXP. DIFF. 


9,5 




TSIP3 


NO SIGNAL 


9,5 



EXP DIFF. = Expression differentielle 

NO EXPR. DEFF. = Pas d'expression differentielle 
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Le Tableau 2 ci-apres resume P expression differentielle de certains clones 
TSAP et TSEP dans differentes lignees de transfectants. 

II se degage de ce tableau que, dans la majeure partie des cas, les 
5 transfectants p21 ou transfectants TSAP3 ou transfectants antisens-TSIP2 sont 
capables d'activer la machinerie moleculaire de la suppression tumorale commune 
aux systemes U937/US et K562/KS. 

TABLEAU 2 

10 



CLONE 


TRANSFECTANTS P21 
EXPRESSION 
DIFFERENTIELLE 


TRANSFECTANTS TSAP3 
EXPRESSION 
DIFFERENTIELLE 


TRANSFECTANTS TSIP2 
ANTISENS 
EXPRESSION 
DIFFERENTIELLE 


TSAP9 


OUI 


OUI 


OUI 


TSAP 10 


OUI 


OUI 


OUI 


TSAP 11 


NON 


NON 


NON 


TSAP12 


NON 


NON 


NON 


TSAP 13 


OUI 


OUI 


OUI 


TSAP 14 


OUI 


OUI 


OUI 


TSAP 15 


OUI 


OUI 


OUI 


TSAP16 


NON 


OUI 


NON 


TSAP17 


OUI 


NON 


NON 


TSAP18 


NON 


OUI 


OUI 


TSAP19 


NON 


NON 


NON 


TSAP20 


OUI 


NON 


OUI 


TSAP21 


OUI 


OUI 


OUI 


TSAP22 


OUI 


OUI 


OUI 


TSIP3 


OUI 


OUI 


OUI 
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Le Tableau 3 ci-apres recapitule les caracteristiques d'expression 
difFerentielle des clones d* ADNc par Northern blot. 



5 TABLEAU 3 



CHINA 
cioncs 


LrK 
KU 


tX\Jiyi\JJU\JKjlJL> 




TTOIT/ITC 

uvj //ua 


\}Ji 1 [ill 


ITOT7 AC 




TSPA9 


2 6 


ChaoeronineO 


D 


D 


D 


D 


D 


TSAP10 


1,6 


EST 


D 


D 


D 


D 


D 


TSAP11 


2,8 


EST 


D 


N 


N 


N 


N 


TSAP12 


5,5 


EST 


D 


N 


N 


N 


N 


TSAP13 


1,8 


Proteasome 0 


D 


D 


D 


D 


D 


TSAP14 


2,5 


EST 


D 


D 


D 


D 


D 


TSAP15 


1,6 


EST 


D 


D 


D 


D 


D 


TSAP16 


2,5 


NO 


D 


D 


N 


N 


D 


TSAP17 


1,8 


NO 


D 


D 


D 


N 


N 


TSAP18 


2,0 


EST 


D 


N 


N 


D 


D 


TSAP19 


1,5 


EST 


D 


D 


N 


N 


N 


TSAP20 


1,7 


NO 


D 


D 


D 


D 


N 


TSAP21 


2,1 


SNARE A 


D 


D 


D 


D 


D 


TSAP22 


2,6 


EST 


D 


D 


D 


D 


D 


TSIP3 


9,5 


EST 


D 


D 


D 


D 


D 



D : Expression difFerentielle 
10 N : Pas d 5 expression difFerentielle 

0 : Chaperonine contenant le gene TCP 1 
° : Sous unite p40.5 du proteasome (Nas 7p) 
A : Syntaxine 1 1 SNARE 
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REVINDICATIONS 



1) Sequence nucleotidique correspondant a un gene comportant: 
5 (a) une sequence selon i'une des IND.SEQ 1 a 15 ou 

un gene equivalent qui comporte: 

(b) une sequence s'hybridant avec Tune des sequences selon (a) t 

(c) une sequence presentant au moins 80 % d*homoiogie avec (a) ou (b), ou (d) une sequence 
caracterisee en ce que l'expression cellulaire du gene est induite ou inhibee lors de 

10 l'apoptose et/ou suppression tumoraie. 

2) Sequence selon la revendication I, caracterisee en ce que l'apoptose 
et/ou la suppression tumoraie est(sont) induite(s) par pS3 et/ou p2 1 . 

3) Sequence selon Tune des revendications 1 et 2, caracterisee en ce 
qu'elle est choisie parmi TSAP 9 a TSAP 22 ou un gene equivalent. 

15 4) Sequence selon la revendication 3, caracterisee en ce que l'apoptose 

et/ou la suppression tumoraie est(sont) induite(s) par p53 et/ou p21. 

5) Sequence selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle 
correspond au gene TSIP 3 ou un gene equivalent. 

6) Sequence selon la revendication 5, caracterisee en ce que 
20 l'expression cellulaire du gene est inhibee lors de l'apoptose et/ou la suppression 

tumoraie. 

7) Sequence selon Tune des revendications 1 a 6 t caracterisee en ce 
que l'expression cellulaire du gene est activee par Tun au moins des transfectants 
choisi dans le groupe comprenant les transfectants p21, les transfectants TSAP3 et 

25 les transfectants antisens TSIP2. 

8) Vecteur d'expression cellulaire d'une sequence selon Tune des 
revendications 1 a 7. 

9) Vecteur d'expression selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il 
s'agit d'un vecteur viral. 

30 10) Vecteur selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 

adenovirus, d'un retrovirus, d'un virus herpes ou d'un poxvirus. 

1 1 ) Vecteur selon la revendication S, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
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vecteur a acide nucleique nu. 

12) Vecteur selon Tune des revendications 8 a 1 1, caracterise en ce qu'il 
comporte une sequence assurant le ciblage et/ou I'expression tissu specifique. 

13) Cellule transformee par un vecteur d'expression selon Tune des 
5 revendications 8 a 12. 

14) Proteine pouvant etre obtenue par culture de cellule transformee 
selon la revendication 13 et codee par la sequence selon Tune des revendications 1 
a 7. 

15) A titre de medicament, un vecteur selon Tune des revendications 8 
10 a 12 ou une proteine selon la revendication 14. 

16) A titre de medicament, un compose assurant I'expression cellulaire 
d'au moins une des sequences nucleotidiques selon Tune des revendications 1 a 3 
ou de leurs produits. 

17) A titre de medicament selon la revendication 15, un vecteur 
15 nucleotidique assurant I'expression cellulaire de ladite sequence. 

18) A titre de medicament, un compose assurant 1'inhibition de 
I'expression cellulaire d'au moins un gene cellulaire selon Tune des revendications 
1 , 5 a 7 ou de leurs produits. 

19) A titre de medicament selon la revendication 18, un nucleotide 
20 active assurant la blocage de la sequence nucleotidique. 

20) A titre de medicament selon la revendication 18, un anticorps 
monoclonal dresse contre la ou les proteines codees par la sequence nucleotidique. 

21) A titre de medicament destine au traitement du cancer, un 
medicament selon l'une des revendications 1 5 a 20. 

25 22) A titre d'agent antiviral, un medicament selon Tune des 

revendications 15 a 20. 

23) A titre d'agent de diagnostic, notamment pour la determination de 
la predisposition et le suivi des cancers, tout ou partie des sequences selon l'une 
des revendications 1 a 7 a utiliser comme sonde nucleotidique ou comme amorce 

30 d'amplification. 

24) A titre d'agent de diagnostic, notamment pour la determination de 
la predisposition et le suivant des cancers, un antigene correspondant a tout ou 
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partie des proteines codees par la sequence selon Tune des revendications 1 a 7 ou 
les anticorps correspondants. 

25) Modele pour la mise en evidence de medicament anti-cancereux, 
et/ou antiviral des cellules selon la revendication 13. 

5 
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1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 AA CAAAGCAGAGGGGTTTATTATAGGAAC 

ATTCTCAAACTGCAACGGAAAAGATGTCCGTACAGGTGGATGGGGATGGAG 

ATCCACCTCGGAGTACACAGACTTCAGGGGGCCTCCTGCCTGGCACGTTCTT 

TCTCTCCCGTATCACCTAAGACC CTGAGACCTCCACCCTCTGCAGGAGAGAC 

CCACAAAGAAGCCTCCTCCCTGTGGCCTGGCTCCCATCAGGGACAGTCCTGT 

TTTTAGAGCAAGAACAGTCTGTACTTCAGACAGGATCCCAACCCCCACCCAA 

ATTCAATGTCGACCGTCTGAGCAGCCAGCTTCATTGGCTGCAAACGCCTCTC 

TCAGGTGAGTCAAAGGAGACACGACGGGGAACCAGGGGGCCCTAGGTGAGG 

ATGTCATGGGCCTGGTGCTCCACCAGCATCTCCATGCTCTTCACATCCGTGC 

ACCAGAACTCCAGGCGGTCCTTCATTCCCTTGATCTGTTGCAAATCCAACAC 

TCGGGGCTGCACCCAGGTCATGTGGACTCGTTTGTCCACCTCGTCTATACTG 

CCTTTCACCAGCCCCACCGAAAGGGCCTTCATCACCAGAAGCTCCACCTCAT 

TCACTGTGATTTTAGCACTTTTGGCAATTTCTTCAAAAGTGAGTTGTCTGTGA 

TTGGCAGGTCGTGTGAAAGTCATCTCCATGAGGCACAACAACTGAATTTTCC 

TCAGAAGCTGGGCTTCATTAGCTGCTAAATCAGGCTGCTGGCCCCAGGCAGT 

CTTCAGAGTCTGGAACCGCTCTACGTTGCCACTGTTGAAGGCATAGAGGGTG 

TCAATCAGCCACTGCCGGTCAGTATTCCTCAGGGACTCCAGCACAGGGTGCA 

TGAGGAGTTCTCCAAAGTTAAAAACTCCCTCGCCGAGAAGTCCTGCTAGCCC 

CAGCGTGAAGGCTCTCrCCTGCTGCTCAGACACTGGTAGATCCTTGATGTCA 

ACACAGCCCAAAAACCGCAGAGCATCTTTGTAGTAGGACGCGTGGTTTCCGA 

TTGTTTGATAGTATTTACTGGAGAGATCATAGAAACGACTGTGAACCGATGT 

CACACCAGGAAGGTTGTTGAGCATTTCTTCAACATCrTCAATTGTTTCCTTTG 

TAACCTGTAGGTCCCCGATGTTTAATTTTAGAGCTCCAATTGCTGTTTTACAC 

AGGATCACTGCCTCATCACTACTTTTCACCTTCTCACGAGTCTTTTCCAGAAA 

AGTAAGAGCCACATTAGGATCAGTCATCTGTCTAACTACGTGAAGAATGATT 

TCCACGAGGGACAGAGGATTCACCCTGTGTTCAAATTCACTGATAAAGTTTT 

CATAAAGCTTAATGAGACCATCTCCTTGGGCAAAGCACGGATCCTGCACAAA 

ATCAAGCACCTGAAGTGTCAGCTGATGCCACAACTTCTTCGTGTAGAGCTCC 

TCCAGACGGTGCCACACAGCGGGCTGCCCGGGCCCGGAGCTCTGGCTCTGC 

TGTAGGAAGCCCGGTACGTCCTTCATGACAGCAGG 
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ATCCAGCGCCAGCTGGAGATCATGGGCAAGGAAGTCTCGGGCGACCAGATC 

GAGGACATGTTCGAGCAGGGTAAGTGGGACGTGTTTTCCGAGAACTTGCTG 

GCCGACGTGAAGGGCGCGCGGGCCGCCCTCAACGAGATCGAGAGCCGCCAC 

CGCGAACTGCTGCGCCTGGAGAGCCGCATCCGCGACGTACACGAGCTCTTC 

TTGCAGATGGCGGTGCTGGTGGAGAAGCAGGCCGACACCCTGAACGTCATC 

GAGCTCAACGTACAAAAGACGGTCGACTACACCGGCCAGGCCAAGGCGCAG 

GTGCGGAAGGCCGTGCAGTACGAGGAGAAGAACCCCTGCCGGACCCTCTGC 

TGCTTCTGCTGTCCCTGCCTCAAGTAGCAGGCCGGCCCGGGCCGCCACCGC 

CCATCCCAGACCATGGAGCGCGCTGGGAAGGACGTCACCAAAGCCGGGAGC 

TCTGCCCTGCAGGGAGTTGCCCCAACCCTTTCCGGAACTCAGTCTTTAGAAA 

AGAAACGCCAGGTTCAAGAATTGCAAACCAGCCTGTGCTTGGAAAGATGGTT 

AGTTGATACCGTCCGATGATTCTTCAGTAAAGATAGATTCCCACAAAGTTGTG 

CAATGTCATTATATGACACCITGCACTCTTACCGTCTTGACAGAAGCCAAGTAAGG 

AACTGAAGTTG TATCTGACTGTAGGGTGAATGTCTGAGGCCTGCCTCCTAATAAA 

GACTCAAGGAGGAAGTCAATTGGGCATCTGCTAATAGAATGAACTCATGATGGAA 

ACTTCAGTTCATTTACTTTGTCCCTGAAAATTCCCTGGTTCTGTTCCATTTTGAGCG 

AAATTGGCCTTGGGAAAAACCACGTTCTTCCTTTCCGATTCTTCATCCGGTCTACG 

GCTATGCAATTCCTCCCCAAA TATAGATCTTATTTCTGCTCATTTCCCCTACTTATT 

AAAATCACACCAAACACTTACTA 1 1 1 1C1 1 ATCTCTTTCACTni I AAATATCTTTC 

ACC AGGTT AT ATTTTGGT ATTA 1 ' 1" 1 1 1 1 CCA A AC A 1 1 1 1 1 AAGCACTGAATATCGAA 

CAAGCACTCAAATTG AAGTATCAGf CATGTTTTGTGTA'ri T 1"! CGCTGATAAAAAT 

TATTTAACATTTATATTTTTACTTGATTACATATGCACATGTATGTAAATGTAAAAT 

ACTAATATTCACTAATATATGTACATAATGATCAATTGGTTTAACTTCTTTTATGTA 

AGTATGGTATATAAATTTCAAGACGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

AAAAAA 
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LI STAGE DE SEQUENCES 
<110> FONDATION JEAN DAUSSET (CEPH) 

<120> SEQUENCES ASSOCIEES A LA SUPRESSION DES CANCERS ET A LA 
RESISTANCE AU PARVOVIRUS H-l 

<130> D16333 



<160> 15 



<170> Patentln Vers. 2,0 



<210> 1 

<211> 303 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> TSAP9 
<400> 1 

tcggtcatag tctggatggg 
ttggcaaaaa gcaacagata 
atgacattcg taagcctgga 
gatccacttc tgtgattaag 
tacatccttt tccagacact 
aaa 

<210> 2 

<211> 1356 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



attcatgata tgaagcaaca 
tctcttgcaa cacaaatggt 
gaatctgaag aatgaagaca 
taaatggatg tctcgtgatg 
gtagatgcta taataaaaat 



gcatgtcata gaaaccttga 60 
tagaatgatt ttgaagattg 120 
ttgagaaaac tatgtagtaa 180 
cgtctacagt tatttattgt 240 
agctgtttgg ttaaaaaaaa 300 

303 



<220> 

<223> TSAP10 



<400> 2 

tgagcagggc gacggcggcg gtggaacctg cggggctggg gcgccgccat gggcgcctgc 60 

actgcactga ggacccggtg ccggaccggt gggcggcgac atgcagcagc tgaaccagct 120 

gggcgcgcac gagttctcag ccctgacaga ggtgcttttc cacttcctaa ctgagccaaa 180 

agaggtggaa agatttctgg ctcagctctc tgaatttgcc accaccaatc agatcagtct 240 

tggctccctc agaagcatcg tgaaaagcct ccttctggtt ccaaatggtg ctttgaagaa 300 

gagtctcaca gccaagcagg tccaggcgga tttcataact ctgggtctta gtgaggagaa 360 

agccacttac ttttctgaaa agtggaagca gaatgctccc acccttgctc gatgggccat 420 

aggtcagact ctgatgatta accagctcat agatatggag tggaaatttg gagtgacatc 480 

tgggagcagc gaattggaga aagtgggaag tatattttta caactaaagt tggtggttaa 540 

gaaaggaaat caaaccgaaa atgtgtatat agaattaacc ttgcctcagt tctacagctt 600 

cctgcacgag atggagcgag tcagaaccag catggagtgt ttctgctgat ttctgtccct 660 

gcatctcccc tggccccgtt ccctgccctc ctcccttccc tgggtgactg ctctgagagg 720 

cacttcactc acaggcctgt gggatgctcc atggggccct gctggctcca tggggcccag 780 

gtgcaaaggg tttctgaaaa acagcaggat taagtactga aagagcccaa cacaattacc 840 

ctgtaaactc tctgttaggg caaccaccac cacctgtctt ccaggacaca tttttagata 900 

ctctgacagg ccactgcatc tcagattcag gggagaaaat aagttgtcac ctccccttca 960 
aagttccaga gtaaacaaat ggtgccatca ttcaagataa catgctgatc accctcctcc 1020 

caaaaagcaa gagcttgttt atggctgagg aatcggcgga ttgtctgaat gacacatata 1080 

cagagccccc acggatttct gcacactctg ggtctgtgct ggtggaacat tgccaatcag 1140 



THIS PAGE BUM (usto 



WO 00/08147 



PCT/FR99/01479L 



2 



ttcttaatga ggcacctgtg tgtaaataca tgcttggtct tctctgcaga gaactgaggc 1200 

taaactctgt ccctacttct ggttttgccc tgtcatgtcg taacgaggtg ggccttttga 1260 

ggccatttta gtttgagttc gaaccaacca cctctgttgg ttagatgatg aataaaaagg 1320 

ttctgaagaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaa 1356 

<210> 3 
<211> 100 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> TSAP11 
<400> 3 

tcggtcatag cggttccaag attagcttct actgcttcct gtagcttggc taatatactc 60 
tgctttacag ctgatgatat ggtgttgtta aaaaaaaaaa 100 

<210> 4 

<211> 467 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> TSAP12 



<400> 4 

tcggtcatag 

tagcattatc 

catatcaatg 

tttcttaaag 

tcttattgat 

ttgcttcatt 

tcattattta 

cagcaaggtg 



taaattcagc 
taatatttat 
ggtaccatgt 
agtgtttgct 
taaataatgt 
ttgattccag 
actgaaatgg 
gcaccagata 



atgaaagaga 
atatgttatc 
ctaaaaatta 
gtaactagaa 
atttatgtac 
atttaacatt 
gcttcaaaat 
cacgtaatgc 



atattacaga 
aacataacac 
ctatagtacc 
cagcataata 
tgaagaaagt 
taaatgaaga 
atttaaaaga 
tactggccta 



aaagacagca 
agcagtaaaa 
tatttagtgt 
catgatttag 
gaaaaggaga 
ttccaaagga 
cggtatgatt 
tgaccga 



gcagaagcat 60 
ggtttaaatg 120 
attggatatt 180 
tacagttaat 240 
cagatatttt 300 
ccatgacatg 360 
tgtatctaaa 420 
467 



<210> 5 
<211> 1547 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> T SAP 13 HOMOLOGUE PROTEASOME 



<400> 5 

tttttttttt 

caaactgcaa 

acacagactt 

cctgagacct 

ctcccatcag 

caacccccac 

cctctctcag 

tcatgggcct 

aggcggtcct 

atgtggactc 

ttcatcacca 

aaagtgagtt 

tgaattttcc 

gtcttcagag 



tttttttttt 
cggaaaagat 
cagggggcct 
ccaccctctg 
ggacagtcct 
ccaaattcaa 
gtgagtcaaa 
ggtgctccac 
tcattccctt 
gtttgtccac 
gaagctccac 
gtctgtgatt 
tcagaagctg 
tctggaaccg 



ttttttaaca 
gtccgtacag 
cctgcctggc 
caggagagac 
gtttttagag 
tgtcgaccgt 
ggagacacga 
cagcatctcc 
gatctgttgc 
ctcgtctata 
ctcattcact 
ggcaggtcgt 
ggcttcatta 
ctctacgttg 



aagcagaggg 
gtggatgggg 
acgttctttc 
ccacaaagaa 
caagaacagt 
ctgagcagcc 
cggggaacca 
atgctcttca 
aaatccaaca 
ctgcctttca 
gtgattttag 
gtgaaagtca 
gctgctaaat 
ccactgttga 



gtttattata 
atggagatcc 
tctcccgtat 
gcctcctccc 
ctgtacttca 
agcttcattg 

gggggcccta 

catccgtgca 
ctcggggctg 
ccagccccac 
cacttttggc 
tctccatgag 
caggctgctg 
aggcatagag 



ggaacattct 
acctcggagt 
cacctaagac 
tgtggcctgg 
gacaggatcc 
gctgcaaacg 
ggtgaggatg 
ccagaactcc 
cacccaggtc 
cgaaagggcc 
aatttcttca 
gcacaacaac 
gccccaggca 
ggtgtcaatc 



60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 
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agccactgcc 
aagttaaaaa 
tgctcagaca 
tagtaggacg 
ctgtgaaccg 
tcctttgtaa 
aggatcactg 
gccacattag 
ggattcaccc 
ccttgggcaa 
aacttcttcg 
ctctggctct 



ggtcagtatt 
ctccctcgcc 
ctggtagatc 
cgtggtttcc 
atgtcacacc 
cctgtaggtc 
cctcatcact 
gatcagtcat 
tgtgttcaaa 
agcacggatc 
tgtagagctc 
gctgtaggaa 



cctcagggac 
gagaagtcct 
cttgatgtca 
gattgtttga 
aggaaggttg 
cccgatgttt 
acttttcacc 
ctgtctaact 
ttcactgata 
ctgcacaaaa 
ctccagacgg 
gcccggtacg 



tccagcacag 
gctagcccca 
acacagccca 
tagtatttac 
ttgagcattt 
aattttagag 
ttctcacgag 
acgtgaagaa 
aagttttcat 
tcaagcacct 
tgccacacag 
tccttcatga 



ggtgcatgag 
gcgtgaaggc 
aaaaccgcag 
tggagagatc 
cttcaacatc 
ctccaattgc 
tcttttccag 
tgatttccac 
aaagcttaat 
gaagtgtcag 
cgggctgccc 
cagcagg 



gagttctcca 
tctctcctgc 
agcatctttg 
atagaaacga 
ttcaattgtt 
tgttttacac 
aaaagtaaga 
gagggacaga 
gagaccatct 
ctgatgccac 
gggcccggag 



900 

960 

1020 

1080 

1140 

1200 

1260 

1320 

1380 

1440 

1500 

1547 



<210> 6 

<211> 102 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<220> 

<223> T SAP 14 



<400> 6 

ggaaccaatc ctaaagaata ttcttacata taataaagaa ttcccatttg atgttcagcc 60 
tgtcccatta agaagaattt tggcacctgg taaaaaaaaa aa 102 

<210> 7 
<211> 1825 

<212> ADN ■ * : 

<213> Homo sapiens 



<220> 

<223> TSAP15 



<400> 7 

tcggcctttc acctcttcac ttatccttag 
tgtgccttgg ccacgggagg ctgctgagat 
cactctccca cagagctgga aatggggggt 
cctgacttgc tatgaaaaaa ctcatcacac 
attagctcca ctcaagacta gtccacgaac 
ctcacgagaa gcagccagag tgccccgcct 
cagggatctg gcatggacca gatgtggcga 
acactggcct ctgcagccag atttctatat 
caacaagaat cagtagaagt gctgggagca 
tgccccttcc agctggagcc gcccgtgcct 
ccattctcgt ttctatgcag ccccatagtc 
gcaagtttag taagggaagg cagcatacgt 
aacagcggtt tgtggctgtg gcccagctcc 
cctgagggta catttctcca cctgtgcccc 
aactgcgcac gccaggtggg gaagggtggg 
cactaccagt caggtggggc tggggctggg 
aggcagggtg agcagtccca gtggtcctag 
ggaggccatg cggaggagcc gtggatctgc 
cagcaacttt cctttttata aaacaacaaa 
tgaacacctg caactgaaat gttttttgat 
ttcccaccct ccacccacca gagtggaacc 
ttcaggaccc agaccggtgt cttgctctag 
ccagcgttta ccactgctgt caagcacagc 
ggcagccccc cataggcttc cgcaagctct 



tcccagtagc caggatacct gatggccacg 60 
tggccacgtg gctgggctgg gtggtggcct 120 
gggggacaga ttcttacgga aattttttta 180 
aagaagagaa acagtaacct cactttgaaa 240 
gagacccgcc ttttctacac aggatccaag 300 
ccgccggctc tggtctgcca ttcgccagtg 360 
atggcagcac agcgcggtgg ctgggtctgc 420 
tgggagtttt ttaaaaagac atttcatagc 480 
gcagctgggg aagctgccgc ccacgggctc 540 
ccaggggcca agaggatgat gtcgtggcct 600 
caaggacacc cagtccacat ctaccatata 660 
cccagggaca gtgggtttgg atctgtctag 720 
gagagtgata tttgctctgg taggtgaggg 780 
ctcatgttca cagaggattt cagcagctgc 840 
ggtgggcctg gttgccccat gttaggaaat 900 
tggacaggat caggattccc ttgaaagccc 960 
tgccgcatca gatccaggtg ggtgagggca 1020 
ccacacatag gctactggaa tagtttaacc 1080 
tcggttcaac tctgtctgca aattaacagc 1140 
ccgacgtact gaaatacgga agtcatgctc 1200 
cgctgcaaaa tccccagcct taattcttgc 1260 
ggcaacccag ggcagagggg ccaggtctgc 1320 
ccttggcacc atacgggcca tcctcagtga 1380 
ggtcccgaag aggctgtgcg agcccttccc 1440 
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ggccctcccc aggccccccg ccccctcctc tgcctgctgc gtggaggcag ccatgggaag 1500 
gagcccaggg gagctggcct gggggagcga agcccatgtt cgcttcctga cttagagctg 1560 
gggggggtgg ggggtggggc ttgttcccct gcagtatctg ttctgtgaag tttgttaaat 1620 
gtaaggaaag cttaaattct tgtatcttta aaagagaaaa tcttatttaa cccttttgtg 1680 
ttctagattt acttacacac atagcctaga gctcagtttt agttttaaca ttgtgaaaat 1740 
attaaaagaa tcttgtaact ttattctttt ttctcctgct gaaaaaaaaa attaaaccaa 1800 
tcgtatgaaa aaaaaaaaaa aaaaa 1825 

<210> 8 

<211> 90 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> TSAP16 
<400> 8 

tggattggtc caggattggg gttttgctag tccatagcaa ttcgaagggc agtgggctag 60 
tgttatgaga atattggcaa aaaaaaaaaa 90 

<210> 9 

<211> 131 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> TSAP17 
<400> 9 

ctgcttgatg taggagggat taagttagta tttcccgtat cgaccaagac aaaattacaa 60 
tatacgcata acaaagacaa acaccagtta cttggctcaa tatccaagtt ttaacctagc 120 
aaaaaaaaaa a 131 

<210> 10 
<211> 121 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> T SAP 18 
<400> 10 

ggaaccaatc ccaacacaac tggattctac tgaaattacc acatatttga ggtccacaag 60 
cacaagtata gatctaatgc aaactgggct cagattagca gatccatgcc aaaaaaaaaa 120 
a 121 

<210> 11 
<211> 893 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> TSAP19 
<400> 11 

atggagggcc acatctgcca gagcctggag tctgcgaagg ccgggacccg gttccccggc 60 
ccacagtggg ggtgtgcaaa cccgagagaa ctgggttgca aattcgtgaa gaatcagcat 120 
catgtttggc agctgagtat tggagccagg agcctgccat gaggttttga gaacagagtg 18 0 
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ctgttttaga 
cagtcccaag 
ctgggtgtag 
tatatttggc 
ttttttgggt 
tggtggcaca 
cttgtagctg 
gattctctat 
agcttccaaa 
gttctatacc 
taagctggaa 
actacaataa 



gctggcagca 
gaccagtagc 
aaacatgctt 
aactttttct 
tttttttttt 
atcacagctc 
ggactacagc 
gttgcccagg 
ggcacaggcc 
ttttaatgaa 
attgtaaatt 
aggatggtct 



gcatctcagc 
tgccatcagt 
gccttatgta 
agaaaaggca 
ttttttgaga 
attgcatcct 
tcacagcaca 
ctggtctcag 
aagttgtagc 
ttgactttca 
cctcctgaaa 
tgggtgtcaa 



<210> 12 

<211> 151 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> TSAP20 



ccaagagaag 
ttggattctg 
tcagaggaca 
cattgggtat 
cagtcttgct 
caatcaccca 
cctggctaaa 
gctcctgggc 
tttgtccctt 
taaattggtt 
tgttttttca 
aaaaaaaaaa 



gttatattcc 
aaaactaact 
tgctcagcag 
cattcattac 
gtattgccca 
ggcctaagca 
attttttttt 
tcagatggtc 
gccatcatgc 
atgttggtgg 
tgcagttacc 
aaaaaaaaaa 



cagaggatgt 
ggcatcaaca 
atccaagaga 
attcttgagt 
ggctggagtg 
atcctcccac 
tgttgagacg 
ctcctgcctc 
ccaacaagag 
gcaagttctt 
atgaactaat 
aaa 



240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
893 



<400> 12 

gatctgactg tagggactat attcattact gctggactat gctgctttcc ccaaccccct 60 
aggattttaa aaatagcacg ctgcacttga aacaggggaa gacactgtat aacatccaaa 120 
tgttcttctt ccctagaggc caaaaaaaaa a 151 

<210> 13 
<211> 1295 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<220> 

<223> T SAP 21 HOMOLOGUE 



SNARE 



<400> 13 

atccagcgcc 

ttcgagcagg 

cgggccgccc 

atccgcgacg 

accctgaacg 

gcgcaggtgc 

ttctgctgtc 

atggagcgcg 

ccaacccttt 

agcctgtgct 

ttcccacaaa 

agccaagtaa 

taataaagac 

aaacttcagt 

aattggcctt 

gcaattcctc 

accaaacact 

ttttggtatt 

aagtatcagt 

tacttgatta 

acataatgat 

aaaaaaaaaa 



agctggagat 
gtaagtggga 
tcaacgagat 
tacacgagct 
tcatcgagct 
ggaaggccgt 
cctgcctcaa 
ctgggaagga 
ccggaactca 
tggaaagatg 
gttgtgcaat 
ggaactgaag 
tcaaggagga 
tcatttactt 
gggaaaaacc 
cccaaatata 
tactattttc 
atttttccaa 
catgttttgt 
catatgcaca 
caattggttt 
aaaaaaaaaa 



catgggcaag 
cgtgttttcc 
cgagagccgc 
cttcttgcag 
caacgtacaa 
gcagtacgag 
gtagcaggcc 
cgtcaccaaa 
gtctttagaa 
gttagttgat 
gtcattatat 
ttgtatctga 
agtcaattgg 
tgtccctgaa 
acgttcttcc 
gatcttattt 
ttatctcttt 
acatttttaa 
gtatttttcg 
tgtatgtaaa 
aacttctttt 
aaaaaaaaaa 



gaagtctcgg 
gagaacttgc 
caccgcgaac 
atggcggtgc 
aagacggtcg 
gagaagaacc 
ggcccgggcc 
gccgggagct 
aagaaacgcc 
accgtccgat 
gacaccttgc 
ctgtagggtg 
gcatctgcta 
aattccctgg 
tttccgattc 
ctgctcattt 
cactttttaa 
gcactgaata 
ctgataaaaa 
tgtaaaatac 
atgtaagtat 
aaaaa 



gcgaccagat 
tggccgacgt 
tgctgcgcct 
tggtggagaa 
actacaccgg 
cctgccggac 
gccaccgccc 
ctgccctgca 
aggttcaaga 
gattcttcag 
actcttaccg 
aatgtctgag 
atagaatgaa 
ttctgttcca 
ttcatccggt 
cccctactta 
atatctttca 
tcgaacaagc 
ttatttaaca 
taatattcac 
ggtatataaa 



cgaggacatg 
gaagggcgcg 
ggagagccgc 
gcaggccgac 
ccaggccaag 
cctctgctgc 
atcccagacc 
gggagttgcc 
attgcaaacc 
taaagataga 
tcttgacaga 
gcctgcctcc 
ctcatgatgg 
ttttgagcga 
ctacggctat 
ttaaaatcac 
ccaggttata 
actcaaattg 
tttatatttt 
taatatatgt 
tttcaagacg 



60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 

1080 

1140 

1200 

1260 

1295 
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<210> 14 
<211> 2242 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> TSAP22 



<400> 14 

agggctcgag 

tgcatcattt 

cactcccatc 

gaaactgaag 

ggagattggt 

agactggagt 

cttggggaac 

agggctggga 

atcagaagag" 

taaaatacct 

cgatccgagc 

tgtaaatgtc 

caaaaaaaaa 

cactcaatgc 

tcagtaattt 

aatttagccc 

ttcttgttca 

agaacaccga 

agttaggagg 

cctcccgaat 

ataacattgt 

atttcatagc 

tctaatgaag 

caaagacagt 

aaagtgtcac 

agaaaggttg 

atgcctcccc 

cttagtaagt 

taaaatcttt 

tgttacttta 

atcatgtgtt 

ttcttaacat 

tttacctcgc 

ttgggtctgt 

tcactggcga 

cagttgcaaa 

ttttgcatgt 

aaaaaaagcg 



cggccgcccg 
gaaaatgtcc 
atcctagtgg 
gagaagaagc 
atggaatcct 
ccagtctggg 
cagctggcaa 
gccggcagaa 
agtggggtcg 
ggagtgctcg 
agtcctctgc 
tcagcccctc 
caaaaaaaag 
caactttttg 
taaggttttg 
taaaatgaca 
gattaagagt 
gcactgaact 
tgcagacact 
gaagcgttgc 
actgtaatgg 
gagttttctg 
aattctgttt 
attttgacaa 
gggtaaaaac 
gtattatcag 
aaattgggca 
gcttttctta 
ctgataatgc 
ttcagagcta 
gcagctttat 
cactgtcttg 
ccacgcggac 
gaggttctgt 
gaatacaggg 
attgtggagt 
atgacttaat 
gccgctgaaa 



ggcaggttgt 
atgcaaagtg 
gaactaaact 
tgactcccat 
gtgtttttcc 
aaaggagggt 
ggccctctgg 
ggcgcccggg 
agtgtacatt 
gcgctcacac 
ccgcctcccg 
gttcttggtc 
aaaaaagtcg 
ttacagatta 
tttgttctaa 
agccttctta 
tgccaaaata 
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